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論文内容の要旨
【目　的】
糖尿病性腎症の組織学的特徴は腎糸球体メサンギウム領域の拡大であり、これは糖尿病状態での
メサンギウム細胞の細胞外基質過剰産生に起因すると考えられている。このメサンギウム細胞機能異
常を惹起する因子として、高血糖や終末糖化産物と共に、腎臓内血行動態異常に起因する糸球体高
血圧が重要視されている。実際、糸球体高血圧がメサンギウム細胞に機械的伸展刺激を与え、細胞
外基質産生を充進させることが報告されている。しかし、メサンギウム細胞における機械的伸展刺激
による細胞外基質産生克進の詳細な機序については未だ明らかではない、我々は既に、SteptOZOtOCin
誘発糖尿病ラット腎糸球体においてmitogen－aCtivated protein kinase（MAPK）が活性化されている
ことを報告している。MAPKはactivating protein－1（AP－1）等の転写因子を介し、種々の遺伝子発現
に関与すると報告されていることより、MAPKの活性化がメサンギウム細胞の細胞外基質過剰産生な
どの機能異常発現に重要であると考えられる。そこで本研究は、機械的伸展刺激によるメサンギウム
細胞の細胞外基質過剰産生機序の詳細を、MAPKを中心に明らかにすることを目的とした。
【方　法】
SI）系雄性ラットより単離した糸球体より得られたメサンギウム細胞を、王型コラーゲンをコー
トしたシリコンラバー（Flexercell）上に培養し、Subconfluentに達した細胞を0．2％bovine serum
albuminを含む培養液にて24時間好置した後、実験に供した。Flexer Strain Unitを用い60cycle／min
の周期でメサンギウム細胞に機械的伸展刺激を与え、以下の実験を行った。
1．MAPK／extracellular signal－regulated kinase（ERK）活性は、myelin basic proteinのリン酸化を
SDSTポリアクリルゲル内にて評価するin gel kinase assay法、あるいは、anti－aCtive ERK
polyclonalantibodyを用いたWestern blot法によって測定した。
e－jun N－terminalkinase（JNK）活性は、JNKがGST－C－junに結合しリン酸化する性質を利用し
た、SOlid－Phasekinase assay法を用いて測定した。また、伸展刺激によるERKの活性化機序を明
らかにする目的で、2種類のprotein kinase C（PKC）阻害剤（GFlO9203Ⅹ，Calphostin C）を90
分間、あるいは、prOteintyrosinekinase（PTK）阻害剤（herbimycinA）を16時間前醇置し、ERK
活性を測定した。さらに、ERKおよびJNKによって調節される転写因子の一つであるAP－1の
DNA結合能を、gelmobility shift assay法を用いて測定した。
2．機械的伸展刺激6時間後にfibronectin（FN）およびtransforming growth factorβ1（TGFβ1）
のmRNA発現をNorthern blot法にて評価すると共に、24時間後に培養液中のFN蛋白量をanti－rat
fibronectin antibodyを用いたELISA法によって測定した。ERK活性化との関連を明らかにするた
め、MAPK or ERK kinase（MEK）阻害剤（PD98059）を共炸置し、TGFβ1mRNA、FN mRNA
およびFN蛋白を測定した。
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【結　果】
1．機械的伸展刺激は、時間および伸展強度依存性にERK、JNKを活性化した。伸展刺激開始後、
ERKが5分から60分まで持続性に活性化されるのに対して、JNKは15分をピークに活性化され、
60分では基礎債に復していた。機械的伸展刺激によるERKの活性化はPTK阻害剤（herbimycinA）
によって有意に抑制されたが、PKC阻害剤（GFlO9203Ⅹ，Calphostin C）によって抑制されなかっ
た。転写因子のAP－1のDNA結合能は機械的伸展刺激60分をピークに克進し、MEK阻審剤
（PD98059）によって抑制されたが、PKC阻害剤（GPlO9203Ⅹ）によっては抑制されなかった。
2．機械的伸展刺激によるFN mRNA、蛋白およびTGFβ1mRNAの過剰発現は、MEK阻害剤
（PD98059）により抑制された。PKC阻害剤（GFlO9203Ⅹ）は、機械的伸展刺激によるPN蛋白量
の増加を抑制しなかった。
監考　察ヨ
培養メサンギウム細胞において、機械的伸展刺激がERK、JNKを活性化すること、および、機械
的伸展刺激によるERKの活性化がPTK依存性、PKC非依存性であることを明らかにした。ブドウ糖
過剰状態におけるERKの活性化はPKC依存性であることから、機械的伸展刺激はブドウ糖過剰状態
とは異なる機序によりERKを活性化していると考えられた。また、機械的伸展刺激はAPTII）NA結
合能を元進させることを明らかにした。このAP－1DNA結合能の克進が、MEK阻害剤（PD98059）
により阻止されることから、機械的伸展刺激によるERKの活性化が転写因子AP－1の活性化に重要
であると考えられた。AP－1の活性化はTGFβ1やFN等の遺伝子発現を増加させると報告されてい
る。従って、機械的伸展刺激によるAP－1の活性化が、細胞外基質過剰産生に関与している可能性
が示唆される。さらに、MEK阻害剤（PD98059）によって、機械的伸展刺激によるFN mRNA、蛋
白およびTGPβ1mRNAの過剰発現が阻止されたことから、機械的伸展刺激による細胞外基質産生
克進の機序に、ERKの活性化が重要であると考えられた。
監結　論ヨ
培養ラットメサンギウム細胞において、機械的伸展刺激によるERKの活性化が、PNの過剰産生
に重要であることを明らかにした。
論文審査の結果の要旨
本研究は、メサンギウム細胞が機械的伸展刺激に′よって細胞外基質を過剰産生する機序について
検討したものである。
ラット培養メサンギウム細胞に伸展刺激を加えると、1）mitogen－aCtiv色ted protein kinase
（MAPK）／extracellular signal－regulated kinase（ERK）やC－jun NH2－terminalkinase（JNK）が活性化
する。2）ERK活性化はprotein tyrosine kinaseに依存する。3）ERK活性化により転写因子AP－1が
活性化する。4）その結果、フイブロネクチンが過剰発現する。これらのことから、機械的伸展に
よるERKの活性化がフイブロネクチン産生克進の機序に重要であることを示した。この成果は糖尿
病性腎症の病態の解明に寄与するところ大である。
したがって、本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
▼　なお、本学位授与申請者は、平成11年2月9日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合
格と認められたものである。
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